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MuM" 3 ° E ^^"OPROTEIKE A!V HUMAIHE, LEUR PREPARATION ET 

" U pr&ente invention conceme des polypeptides derives de I'apoUpoproteine 
ATV human* (apoAI), les sequences nucleotidiques codant pour ces polypeptides 
> leur preparation et leur utilisation. 

L'apoKpoproteine AIV (apoAJV) est une proteine cx^itoee de 376 acides 
armnes, ayanume ^rnol^aire d^JOO.dalans. Les sequences peptidiques 
- et nucl&tidiquis de fapoAlV, ainsi ^It^S^m^imS^milmmr 
les sequences SEQ ID n° 1 et 2 L'apoAIV est un composant majeur des 
chylonucrons secretes dans la lymphe. mais elle pr&ente la pardcularite d'etre 
T*™" S0US fonme non »«c des lipoproteines dans le plasma (RB 

Wemberg « Coll.. 1983, J. Lipid. Research; 24 : 52-59). Par aiUeurs. 1WTV 
plasmatique est polymorph, bien que la nan™ de ce polynorphisme soit encore 
mconnue (C. Utermann et CM^m^m^m^ y 501-507). Le role 
physiologique de 1'apoAJV demeure egalement assez peu connu. On sait qu'elle pent 
acttver in vitro la ledthin^olest&ol-acyltransferase (LCAD (Steinmetz et Coll., 
1985. J. BioL Chem., 260 : 2258-2264) et qu'elle pe«, comme l'apolipoproteine AI. 
mterfirer avec la fixation des particules de HDL sur les cellules endothelial 
aortoques bovines (Savion et CoU.. 1987. Eur. J. Biochem., 257 4171-4178) Ces 
deux activitfe semblent indiquer que rapoAIV intement tres vraisemblablement 
comme mediateur du transport inverse du cholesterol. 

La presente invention resulte du choix de la demanderesse tfutiliser 
l'apohpoproteine ATV comme ^ ^ ^ ^ h 

transport inverse du cholesteroL La presente invention repose plus precisement sur 
1 uflisation de 1'apoATV pour la preparation de produhs nouveaux. permetta*. par de 
nouvelles therapies, de lutter contre les hypercholesterolenues et les effets qui y sont 
associes, tels que 1'atherosclerose. 

Plus precisement, la preseme invention foumit des polypeptides derives de 
1'apoAIV, et permet ainsi d'exploiter pharmacologiquement les proprietes de cette 
proteme. La presente invention a done pour- objet des polypeptides derives de 
1'apoUpoproteine AIV huxnaine. U peut s'agir en particulier de polypeptides ayant une 
stabilite plasmatique accrue par rapport a la proline native (sensibilite plus faible 
aux mecamsmes physiologiques d'elimination o„ rf* Mer,***;^ - . 
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une duree de vie plus longue. D peut egalement s'agir de polypeptides ayant une 
activite stimulatrice de I'efflux du ch5lesterol ceUulaire/ ef donc favorisant le 
transport inverse du cholesterol, conduisant a decharger les cellules ayant accumule 
du cholesterol dans le contexte de la formation d'une plaque d'atherome. II peut 
egalement s'agir de polypeptides possedant seulement une ou plusieurs des proprietes 
de 1'apoAIV. En particulier, il peut s'agir par exemple de polypeptides capables de 
lier les recepteurs ceUulaires, mais ne possedant pas i'activite stimulatrice de I'efflux 
du cholesterol ceUulaire. En outre, il peut egalement s'agir de polypeptides 
^urvusdes^vitesde 1'apoAIV. De W^iy^^ 
des utilites therapeutiques (generation d'ariticorps, etudes structure-fonction. etc). 

PreferentieUement, les polypeptides de Invention sont capables de lier le 
recepteur HDL. 

Encore plus preferentieUement, les polypeptides sont capables de lier le 
recepteur HDL et de stimuler un efflux de cholesterol. 



Les polypeptides selon Invention peuvent etre de plusieurs types. H peut 
s'agir. par rapport a 1'apoAIV humaine, de derives de mutation ou de substitution, de 
derives de deletion ou de derives d'addition. II est entendu que la presente invention 
couvre egalement les polypeptides comportant plusieurs types de modifications, tels 
que par exemple des derives de mutation et de deletion, des derives de deletion et 
20 d'addition, etc 

Plus preferentieUement. l'invention a pour objet des polypeptides non- 
naturels derives de 1'apoUpoproteine AIV humaine comprenant. par rapport a la 
sequence de 1'apoUpoproteine AIV humaine SEQ ID n° 2. au moins une des 
modifications suivantes :-. 
25 (a) une mutation ponctuelle portant sur un residu fonctionnel. et/ou, 

(b) une deletion d'une extremite terminale d'au moins 10 acides amines, et/ou, 

(c) une deletion d'une helice ou d'une paire dTietices, et/ou, 

(d) une partie additionneUe heterology possedant une activite biologique differente 
ou complements de ceUe de 1'apoAIV, ou une propriete de marqueur, de cibleur 

30 ou de stabilisateur. 

Dans un mode particulier, les polypeptides de invention comprennent au 
moins une modification selon (a) et (bh 

Dans un autre mode particulier, les polypeptides de l'invention comprennent 
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D«. » autre mode particulier, les polypeptides de . 'invention comprennem 
une modification selon (a), (b) ou (c, assod& a une modification selon (d). 

Les derives de mutation comprennent generalement une mutation ponctuelle 
(suppression dMn acide amine, ou u^cation d'un acide amine, ou remplacemem 

Les mutanons choisies tiemient c^e de la position des Jdus mu«s "2 
hehees, .spectives. et tenden, a priori I modifier !es gtoupemen* fonctionneb sans 
*op perturier la structure de Mice co^M done dupolypeptide. Au sens de 
la pn.sente mvemton, on entend par ^ Ies ^ ^ 

uniques dans I'activite de 1'apoAIV. »„ au niveau de Interaction avec „ 
recepteur. sot. au niveau de !a transmission d'un signal (tel que par exemple la 
stimulation de l'efflux du cholest&nll . <=*=mpie la 

rfrirf,,* t - • enoiesterol). Les residus preferes sont generalement Ies 
residus charges, qui possedent un effet potentiel dans .'interaction du polypeptide 
avec son recepteur. De tels reside WSte,^^ J™ w . . 
modf.es chmuquement par suppression ou ajou, dune charge. Les risidus" 

lK ***** " de poms dispute (cysteine, 

constituent d'autres residus prefer^ 

1 apoAIV human* telle que represemee sur .a sentence SEQ ID n° 2 au moTune 
mutation surl^desn^idussui^ . 

fotrr ^r M .° n 37, 194 : 01 posw ° n 39 = **» « * ^ 

103. 169, 178 : ac.de glutamique en position 76. 81. 87. 99. 131. 164. 187 230 • 
alanine en position 22 ; proline en position 139. 161 ; et serine en position 154 ' 
* lus rf»leme n t. Wde aspartique pent Itte remplace par un residu 
S, K. A P ou G ; la glutamine par un residu T.KouF; 1'asparagme par un residu A 
ou a ; la lysine par un residu G E. T n i v u ... u u •.. . 
residuS R FK- a r M „^ T,aA ' Y ' HouF;lsade g 1 <«'amiq''eparun 
-sidu S. R. F. K, A, G, N, ou Q ; Ialanine par un residu R ou E ; la proline par un 
residu R ou G ; e. la serine par un residu E ou R (les .etires correspondent a un acide 
amine selon le code reconnu). 

Les polypeptides de Invention peuvent etre des derives de deletion Dans 
oe cas. la ou les deletions peuvent porter sur une exWmite de la proteine (C 
terminate ou N-«erminale). A cet egard, certains polypeptides de 1'invention sont des 
fragments dapoAIV. obtenus par delMon de parties impcrttntes de !a proteine. 
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- polypeptides P(Ah9-10) ^polypeptide possedant une deletion des helices 9 
et 10 telles que presentees sur la SEQ ID n» 2 (residus P206 a.A249). et sa version 
tag-- 

- polypeptides P(Ahll-12) : polypeptide possedant une deletion des helices 
11 et 12 telles que presentees sur la SEQ ID n* 2 (residus P250 a E289). et sa version 
tag. 

- polypeptide P(Ahll-12,L87M) : polypeptide possedant une deletion des 
helices 11 et 12 telles que representees sur la SEQ ID n°2 (Ahll-12), et une 
methionine au lieu cTune leucine en posiiibn 87 - 

- polypeptides P(Ahl3-14) : polypeptide possedant une deletion des helices 
13 et 14 telles que presentees sur la SEQ ID n° 2 (residus P290 a N333). et sa 
version tag. 

- polypeptides P(Ah5-6) : polypeptide possedant une deletion des helices 5 
et 6 telles que representees sur la SEQ ID n° 2 (residus P118 a R161), et sa version 

- polypeptide P(D44F) : polypeptide possedant une phenylalanine au lieu 
d'un acide aspartique en position 44. 

- polypeptide P(D44A) : polypeptide possedant une alanine au lieu d'un 
acide aspartique en position 44. 

20 - polypeptide P(D5S) : polypeptide possedant une serine au lieu d'un acide 

aspartique en position 5. 

- polypeptide P(D5K) : polypeptide possedant une lysine au lieu d'un acide 
aspartique en position 5. 

- polypeptide P(K178Y) : polypeptide possedant une tyrosine au lieu d'une 
25 lysine en position 178;- 

- polypeptide P(K178A) : polypeptide possedant une alanine au lieu d'une 
lysine en position 178. 

- polypeptide P(E230K) : polypeptide possedant une lysine au lieu d'un 
acide glutamique en position 230. 



30 



De tels polypeptides selon 1'invention presentent un interet pharmaceutique 
important, notamment dans le traitement et/ou la prevention de 1'atherosclerose. 
L'atherosclerose est une maladie qui se caracterise par la formation de plaques 
lipidiques ou fibro-lipidiques dans l'intima de l'aorte, des arteres coronaires et de la 
carotide essentiellement Ces plaques, plus ou moins ralrif*** w>inn i« a ™„„« * .... 
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les arteres de depots graisseux constitues essentiellement d'estecs de cholesterol Ces 
plaques provoquent alors un epaississement de la paroi arterielle, avec hypertrophie 
du muscle lisse, apparition de cellules spumeuses et accumulation de tissu fibreux 
La plaque atheromateuse est tres nettement en relief sur la paroi. ce qui Iui confere 
tin caractere stenosant responsable des occlusions vasculaires par atherome 
thrombose ou embolie, qui surviennent chez les patients les plus atteints. 

La formation d'une plaque d'atherome resulte done de la conjugaison de 
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niveau des tissus peripheriques, en f aveur d'une accumulation intraceUulaire. 

Compte tenu de leur proprietes, les polypeptides selon Invention peuvent 
notamment permettre de ralentir la formation des plaques d'atherome, d'induire la 
regression des plaques d'atherome, et de diminuer le risque d'incidence d'accidents 
coronariens. _ 



Les polypeptides de l'invention peuvent etre obtenus de differentes fagons, 
et notamment par voie chimique et/ou genetique. 

Dans le cas de la preparation par voie chimique, les polypeptides de 
l'invention peuvent etre obtenus soit entierement par synthase chunique, soit par 
modifications chimique ou enzymalique de la proteine native. Dans ce dernier cas, 
differents agents chimiques ou enzymatiques peuvent etre utilises, permettant de 
modifier des residus (derives de mutation), de marquer des residus (derives 
d'addition) ou de fragmenter la proteine (derives de deletion). Parmi les agents 
chimiques permettant de modifier ou marquer des acides amines, on pent citer plus 
particukerement le sulfo-NHS-acetate. qui permet l'acylation des amines primaires et 
surtout des lysine ; le tetranitromethane qui introduit un groupement nitrate sur les 
tyrosines, ou encore le N-bromo-succinimide qui oxyde les residus tryptophane. 
Parmi les agents chimiques et enzymatiques permettant de couper des liaisons 
peptidiques, on petit citer plus particulierement le bromure de cyanogene le 
iodosobenzoate, la trypsine. la chymotrypsine, la thermolysine ou encore la 
30 proendopeptidase. 

Comme indique plus haut. ces traitements peuvent etre appliques aussi bien 
sur le polypeptide produit d'une synthese chimique que sur le polypeptide natif . De 
plus, ces traitements peuvent egalement etre appliques aux polypeptides obtenus par 
vots genetique, et de ce fait, comrx>rtant riSi* rert*;~ a ~ ~~a:g~.*: — 
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Dans le cas de la preparation par voie genetique. >es polypeptides de 
I invention sont obtenus par modification an «.*™* a \ 
... imraucauon au niveau des sequences nucleotidioues 

codantes.et expression desditessequ^teulMteceUulaire. " 

Acet egard, la presente invention a egalement pour objet ies sequences 
. nucleottdtques codan, pour ^polypeptides decrits plus haut. II peut^girT 

ZeT T?-; d V ^ ^ * ^uences synutetiques. Zni- 
synthettques. hybndes, etc. Ces sequences peuvent totniiisees. 

^ ha t eceu^"^ d ^^ de "^«^- 

- comme composition pour des therapies geniques, 

- pour la realisation de sondes marquees permettant Identification de 
polypeptides apparentesou la mise en evia«,~H. . 

Invention, ««°«>ce dune express™ des polypeptides de 

- pour la preparation de nouveaux vecteurs de clonage ou derepression 
comportant ces sequences, ou encore, "Passion 

- pour la preparation de nouvelles cellules eucaryotes ou procaryotes 

dune sequence codant pour rapoAIV. par different techniques ^ _ 
notamment par decoupage geneuque, mutogenfee, ou tout autte traitemem alterant la 
aructure des acides nucleioues. Us techniques Ies plus connues de rhomme du 
metier sont mennonnees ci-ar^s dans Ies techniques generates de clonage. Le dead, 
de la synthese des sequences nudeoudiques de .'invention est donne dans la parte B/ 
des exemples. U sequence de I'apoAIV humaine uulisee dans Invention a ete 
obtenue a parur d'un clone genomique contenant le fragment KpnI-Hindni de la 
sequence du gene humain de 1'apoATV. qui connent la fin de 1'imron 2. la totalhe de 
lexon 3 ams, que la sequence 3' non traduhe. Ce done „e contact done pas, en 
pan.~Uer. es deux premiers exons du gene de I'apoAIV humaine fl^ourbagv e. 
coll. J.B.C. («87, 2 62:7973).Us S quencecom P .eteae tt ob.en„e P ar: 

- synthese dumique de rextremite 5" de la sequence de I'apoAIV. de sorte 
que ce fragment syntheuque contienne les oodons correspondan. 4 la partie de la 
proteme manure codee par les deux premiers exons du gene humain. e, egalement les 
prenuers nudeotides de la region 5 de Pexon 3 s'etendant jusqu'au site BstEH • puis 
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- Ia liaison de ce fragment synthetique a un fragment d'ADN contenant le 
restant de la sequence du g^ne de l'apolipoprot^ine AIV situee apres le site BstEH, 
utilise pour effectuer Ia jonction au nucleotide pres. 

Le detail de ces etapes est donne dans la partie A/ des exemples. 

La presente invention a egalement pour objet un precede de preparation des 
polypeptides de 1'invention decrits plus hauL Ce precede consiste a realiser les etapes 
suivantes : 

™™^ans use premiere etape, on mu^a^amiine^lluie un^ s^uerice 
nucleotidique telle que deTinie plus haut codant pour un polypeptide de Invention, 

- dans une deuxieme etape, on cultive la cellule ainsi obtenue dans des 
conditions d'expression de laditesequence nucleotidique et, 

- dans une troisieme etape, on recupere le polypeptide produit 

-. ..Jl:: f^JE^^P^...^ ' J*' JKemi&e -&ape • dii.,.prpc6dfi de 
l'invention, la sequence nucleotidique peut etre introduite dans la cellule par 

15 differentes techniques. Notamment, Introduction peut etre effectuee par 
transformation, conjugaison, ou electroporation. 

S'agissant de la transformation, differents protocoles ont ete decrits dans 
Fart anterieur. En particulier, elle peut etre realisee en traitant les cellules entieres en 
presence d'acetate de lithium et de polyethylene glycol selon la technique decrite par 

20 Ito et al. a Bacteriol. 151 (1983) 163-168), ou en presence Methylene glycol et de 
dimethylsulfoxyde selon la technique de Durrens et al. (Curr. Genet 1£ (1990) 7). 
La transformation peut encore etre effectuee selon la technique decrite par Dagert at 
al. (Gene £ (1979) 23-28) par traitement avec une solution de CaCl2 puis choc 
thermique. Un protocole alternatif a egalement ete decrit dans la demande de brevet 

25 EP 361 991. 

S'agissant d'electroporation. la technique decrite par Karube et al. (FEBS 
Letters 182 (1985) 90) peut avantageusement etre utilisee. 

Le choix de Tune ou de l'Sure de ces methodes est etabli notamment en 
f onction de ITiote choisi. 

30 Parmi les notes eucaryotes utuisables dans le precede de l'invention, on peut 

titer les cellules animates, les Ievures. ou les champignons. En particulier, s'agissant 
de Ievures, on peut citer les Ievures du genre Sacchammvr.es. Kluwemmv^ Pichia 
P ast( P ri ?> Schwannipmyces, ou Hansemifa . S'aeissant de cellules animal ™ 
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«0i* d«, la preseme invention, on peu. dler plus particuliSrement 

ssp. ou Tnchoderm? sgp r u> - 

- Parmi les „c,es Plies' affisabte da^ le de la ^ 

5 ,,. , , m0de "■«*». >e precede es, mis en oeuvre en 

uuhsan. conune cellule h6« une cellule prooatyote 

Encore plus preferemMJenKn,. le precede de Invention est mis en oeuvre 

a- : --enutilisantcqmme cellule hpte.Ii BaaenefiaV '.-i ^. ™ oeuvre 

Gentlemen,, la seque** nucleotidiquTufflsee Tune i^ce 
genome, uue sequence d'ADNc, une sequence se^euce hybride. e*. Z 2 
n,e, U e« en oeuvre de Invention, on prefere cependant uUTiser un ADNc (O 
^nple An. Par alleur, ce„e sequent nudeoudiqueeornprend ^faJJ™ 

de ia transcriphon . de „ 8 ^£ 

t^cnon de Wd. sequence, Le choix de ces regions peu, vader en foLion de 

d ^ ^ • *" te ^ ,eUeS ^ on peu, uuliser .e 
promo^ur de loperor jj^W (Pnp). ou les p™^ ^ « droi, du 

teenophage .ambda (PL, PR) ou encore ,e promoteurdu gene 10 du bacenophage 

, Par aiUeurs, la sequence nucleotidique fai, preferemiellement parte d'un 
«*r. qu, peu, ene i replication autonotne ou taegrauf. Pius partcuueLn,. des 
ve^eurs a rephcatton autonome peuven, e*e prepares en ^ ^ siqaeBas . 
rephca to n autonome chez rhote A titre e ^ ^ 

. wr d ongu.es de nip.ica.ion derivees de plasnudes : pKDl (EP 241 435) ou £, 
de sequences chromosonuques (ARS) et chez la baoerie. fl peu. s-agir d'origines de 
denv.es de prides ^ pEr3> ^ j^J^ ^ 

mtegraufs, ceux-c. peuvent are prfpares par exemple en utilisan, des sequences 
houses a cer^es regions du gfecne de Htfte. penned, par recoup 
homoiogue. 1„ egrauon du vecteur. A ce, egard, fuulisanon d'ADNr penne. une 

unegrationmulUp edel'ADNexoBina »H „. . , . 

copiesparcellules. N P—« Jta grand nombrede 

Dans un mode prefere. la sequence nucleotidique comprend. en amon, de la 
'ZZ.T!' r 4 ** h * de „ tt^scripno,, 
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S Me t TT * VOiCS * * «*» -* <*. sequence 

* 7^ * W. mais. ii peu. egafcmen^ 

dune sequence heterooeue fissue HSm j . 

ms™. • „ , . 00(12,11 pom ' ™ e P^lane) °u 

Us polypeptides de la presente invention peuven. ensuite ete isoles du 
nuheu de culture par toute technique connue de Itanme du metier. Plus 
.-apanie^des exempt ^ m ^ ^ 

dans Ies conditions natives eUTAi' -•«"•—». ~ — . 

. cest-a-dire sans aucune etape de denaturation les 

10 polypeptides de Invention. "luranon, ies 

Un autre objet de Invention conceme des compositions pharmaceutics 
comportant un ou plusieurs polypeotides !';„, ■ ques 

l^ypepuaes selon 1 invention ou une ou olusieuns 

sequences nudeotiajques selon rinvenfion. ' 

15 la prevent™ des affections liees aux hypercho.es&olenucs ~ • 

^ "7* f * fc -* U — t »»-*» a pour objet des compositions 
pharmaceuttques comport un ou ptefemS ^ ^ 

ou plus-curs sequences nucleotidiques selon Invention, destinies « ralentissetnent 
de la ormatton de plaques d'atherome, etfou a la recession des plaques d'atherome 
!0 etfeualao^udondesrfequesd'accidentsconMarieas 

no.™ * ^'•, la in, ' en,i0a 4 ^ lement ob i et n-O-ott des 

poIypept.des decnts cavant pour la realisation de molecules de s^ucture non- 

egard, Imvenuon conceme I'utilisation dW polypeptide de rinvention te> que d&rit 
5 ct-avant pour .a preparation de molecules non-peptidiques. ou non exciusivemen. 
pepndiques. acnves pharmacologiquement sur les niveau* plasmatiques de 
cholesterol, par determination des elemetus aructurau* de ce poly^tide qui so« 
■mportants pour son activfte. et reproduction deces elements par des structures no n - 
pepudiques ou non exdusivement p^qu*. L . mvention , ^ 

. commons pharmaceutic^ cotnprenam une ou plusieurs molecules ainsi 

preparees. 

La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des exemples 
suivams, qu, dotvent to considers ccmme fluffs et non limitatifs. 
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LEGENDR PES FIGirRFS 

Figure 1 : Structure et construction du piasmide pXL1697. 
Figure 2 : Structure des plasmides pXL1872 et pXL1867. 
Figure 3 : Structure des plasmides pXL1696 et pXL2051. 

TECHNIQUES OENRP AT.Pfi np/if^ nr 

Les techniques classiques de purification de plasmides. de preparation des 
cellules competentes.pour la translation par la meAode au CaCl' 
dans le manuel de laboratoire : T. Maniatis et Coll., Molecular cloning, 1982 Cold 
Spnng Harbor laboratory. Us sequences d'ADN ont ete determines par la methode 
de Sanger (Smith AJ.H.. 1980, Methods in Enzymol. 65 : 499-559). Les protocols 
de clonage dans M13 sont decrits (Messing at Coll. 1981, Nucleic Acid Res 9 • 
309-321). Us endonucleases de restriction (New England Biolabs) ont ete utilisees 

suivante . Tns-HCl 50 mM, MgCl 2 10 mM, DTT 15 mM, ATP 1 mM, P H 7,5. Le 

T^rtt 5 ST^f 0 ? d6S ******** * composition suivante : 
Tns-HCI 5 mM, MgCI 2 1 mM, DTT 0,6 mM, P H 7J5. La mutagenlse dirigee in vitro 

par oligodesoxynucleotides est effectuee selon la methode developpee par Taylor et 
al. (Nucleic Acids Res. 12 (1985) 8749-8764) en utilisant le kit distribue par 
Amersham. 



20 A * SYNTHASE ET ARRFMCT AG R F>P. T A QPf 
L' APOLIPOPP OTF.TNF An/ ft PT?P p AP ^ ^ 

Al - sSynthgse ff ussnrnhlw w> de h ^ r , r ^ nte riff t'ApnA ^ TV 

La sequence nucleotidique du gene de I'apoUpoproteine AIV decrite dans la presente 
mvention differe des sequences de cDNA publiees precedemment (voir en particulier 
la liste des sequences cDNA publiee par C-Y. Yang, Z-W. Gu, L Chong, W. Xiong 
MRosseneue, H. Yang, B. LeeT A.M. Gotto et L. Chan, 1989, B.B.A., 1002 ' 
231-237). Notamment, la sequence eodant pour le peptide signal de la proteine est 
absente, et , en amont du premier codon de la proteine mature a ete place un codon de 
demarrage de la traduction ATG. Celui-ci introduit done une methionine surnume- 
raire en amont de la sequence de la proteine mature, et permet ainsi d'exprimer le 
gene cod ant uniauement nnttr la 
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(SEQ ID n° 3-6) De nlus J ! ** C ° mpnSe attrc 86 « 107 «w 

assembiage en deux topes de 1, 1 * fm * P*™** <» 

.o B ri dee t Ka^„T 83 r T ^Lrr£r hora T te(u - 

tiseur Bioresearch (Modele KM) «i , * 5) au moyen du 

tides « « — * fabri — 

sequences SEQ ID n° 3-6 ^ d0nnfe ** 

2. Premiere etape d'assemblage . 

oligonucleotides B et D dans 1 „ """^ «~ les 

o^onuclfctides a « 1£ 2^ Utvbrida^ ^ 

comenant environ 100 ml *J££l£Z Tl "** m "*« 

'20 dulaboratoire. Ma ^ w a 80 C * e toe revenir a ia temperature 

avec „ £ "1° - P^nce de T4 DNA ^e 

XbaletEcoRI. ^ P1 ° " pr6aW,Ie «■<■"• P" '« 

enzymes 

la m&hL au CaCl 2 deS tect&ies ™ ™*<™ competentes par 

CerepUconpXL1695a^purflie. S oit SO u SS afonned'ADNsim n leh ri , 
sa sequence a its verifi*. sn St * simple bnn et 

suited, constat " **" tfADN *"* «" P« * 

30 3. Deuxieme etape d'assemblage 

La forme replicative de pXL1695 (Ml .w n 
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traisieme exon du gene de 1'aooAIV rw a piu l 

7973 7981) ^poAIV (N.A. Hhourbagy. J. Biol. Chem., 1987; 262 • 

« digerte par Xbal e. ^RT . T ^ ^"^amlY a 



ligase. 
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Xbal-EcoK! a^ Con, j££ ZZTZ dU ^ 

««Mrait de pXL1696 ei K«. - gmen ' 3 enSuite 614 

par les en^es Xbal et coupe 

(rpn 

^ • i-evecteurobt enuaetedenommepXL1866. 



A2-Pr 

25 1. Preparation du vecteur pXL1872 



dormer levecteurpXL1872 (figure 2). M13mpl8amIV pour 

30 2. Preparation du vecteur pXL1867. 

£ :^ rPXL1866 3 6,4 ~ *« « BamHI e, „ « 
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3. Preparation du vecteur pXL1696. 

5 Le fragment Xbal-EcoRI de 57n «k * 

codante de 1'apoAIV (residus lil 'lf T ^ * * '* 

_, S ei.d to ^m^2^^^ du yecteur pXL1872 ' purif * « 

3). 6 M13mpI0 pour donner Ie-vecteur-pXL1696 (figure 

A s Preparation du vecteurpXL2051. 

Le fragment EcoRI-BamHI de 577 n f,; nt 

codante de 1'apoAIV (residus .77 ? ^ k 3 ' de Ia ^ ue ** 
i^^iv ^esiaus 188 a 377) a ete excise du vecteur vXL 1R7? ™ v 
sur gel d agarose et religature dam iwit m - v «*eur pXL1872, punfie 
(figure 3). 3mp19 ^ Ie vecteur P XL2051 
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B " -GENERATrn^r ^ 
LES POT.VPPirrrrv 
POLYPFPTrnpo 
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Cet<e cutagenese a Jl "'" leS ««-»««-. du fabrics 

genese a pernus d introduue un site Ndel. ainsi qu'un codon ATG rf»nc u 
sequence codante de 1'acoAIV a„ r r^s.- d * a * U 

<W*. des 13 fJ*!ZZ F^"***" * " * me 

venficaUondesequ^TesSlr" """^ * ^ ta de * 
potent une •ZTp^ ^ ^ *- ** 16 *" <™ 
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A partir du clone pXL179Q «t a> 
<C->G) supplemental, J fra ' '™.: Utre d0ne ° e ^ * ™<«ion 

enzymes NdeletBamHI °™ecimo.ogy), l ui meme coupe par Ies 

13 acides am~eT N-teoUT ™ e T ^'T - "»» * 

P-«« 93 (R93G); et ie vecteur pXL11 L" T **• * n dWe en 

une aeieaon des 13 acdes amines N-iennmaux (AN13). 

10 A partir du vecteur r>XT ifl/;o i 

siquence codant pour fc dfrJT ' U) " * ^onuee en 5 1 a une 
-*xta»*« su i v Mts ™ sTO ^. MRGS(H,& P - «*• '« 2 
d'ADNBiosearchgeoo • 9ntheuses, en rtiliamt un synthetiseur 

Les OugcdeoxynucIeoSdes A et B <»m i, " AU - CAC0CAT -3 

ligature avec .e veceur «£L°" , T ' " " *** dWdd " ta * « 

« N-terminai au dScapep^ mSS & " ***** **** 

2. Generation des vecteurs pXLI766 et „yi 

P(4C44) et de sa version tag P ^ 18 *' « *■ polypeptide 

- mutagen** dirig^^f ^CACCITCAAGGAGAAAW, 

— a ete ^.^T k n^ B ^ PXU872 ** * 
fabricant Ceae mutagenese a perrnis 1^ ^ recoin ™on s du 
TGA dans la sequence oodante^l^mA^"™ "".^ 8311,111 atasi qu,,m codon 

ptovoquan, une delation des 44 addes aLill,^ P ° S "" > " S reqMctives 1000 « 997. 
i . „ amines U-terminaux. 

Partir dun clone mutant (dXL17«i ^ ♦ , . 
indent, ~t^l^*J^^£* ~ 2 * § 

vecteur P ET3-a. lui meme coupe narlJ ? ^ * UgatU * avec le 

« coupe paries enzymes Ndel et BamHI. 
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Levecteur recombinant vXL17te ■ 
(ACM). » «**■ *t 44 acides itf*f c^- 

En suivant Ie protocole d&rit en Bl 1 1 

5 du TPXUW6. Le ^ S^*^ , * t ~" 

J"* niveau B polypi p(Ac ^ ™ 2 <*•«. permet dtajrf,^ , 
MRGS(H) S . taonne en N-terminaf au decape pude 

• 3.G4nfetionduveaeurpXL1774«^ • 

7 etpre ' Hra,10 »*'polj T epiideP( i iC 1 94) , 

« -aii.ee en uuUsanUe tt f PXL1872 die* cWessIIS a 

Cette mutagfoese a ^ ^ ^7*™''°'* d " **«■ 

la sequence codante de 1'apoAlV au* m ^ qU,lm COdon TGA *»» 

5 ™ ***» * "4 acides amines du J^Z^T* 83 * S50 - 
A partir d'un clone mtitant (nXLlTosi". ' , 
■ntegralement. un fragment Nder-Bamfflde a h S&JUenCe 1 * ^ 
vecteur pET3-a. lui meme coupe „ar i«. P » ^ P"^ et ligature avec te 

V vecteur reco^bin^pW^" "* « M 
-ivean un polypeptide possedant ^JZ'**" m * a ** a ' •»■*««* 
(AC194). *° ' ™ to » <^ 194 dermers acides amines 

4. Generation du vecteur pXH817e,™i . 

et preparation du polypeptide P(AN182). 

*W en ufc le tt ** <*— a « 

a permis d'introduire " '* ^™a"dations du fabricaut Cette 
sequence codante de I'apoATV aux noritio ^ <ri ' <m COdon AT0 ^ la 
deletionde ^^m^^J^ST^ M eI * 7 - Piquant une 

A panir d'un clone mutant ( D XLl7«i a , 
■ntegralemen, un fragment Ndel-Barn^I « * 1 *« 

vecteur pE13-a, W m8me cou ^ <* 579 pb a et* purifie et Ugaturf avec le 

Par les enzymes Ndel et BamHL 
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(AN182). mt a * iiaon 182 Premiere acides 

amines 

5. Generation des vecteurs pXL1981 et „yt 0100 
5 P(Ahl-2)etP(tagAhl-2). . P ' * *■ polypeptides 



la formesimple S^>£S:5^7^^«i^..^ ** 
• b kit Amersham selon ta reZn^ " ' ^ ^ 6,1 

0 de delete ,a parte de ^ ^ ""^ • F->* 

40 et 18 6, pL^l"^ * — "" *-*■» ' 

V62. * 49 * ^du DM au r&idu 

t« puae possedara an, deieuon des heUces 1 et 2 (4hl-2) 

parur du vecleur P XL1981. U veaeur D XL21M .• • J' M 8 616 conani " a 
hait niveau le polypeptide P^T, f"^ °t*e»u permet cTexprimer a 

MRGS(H) S . UU " 2> 6010,11,6 " ."*»*■» « d&apeptide 

6. Generation des vectems pXL1943 et„Tnn B A - - 
PfcSh7-8)etP(tagAh7-8). P*L2184, et preparation des polypeptides 

la forme simple brin du piasmide ohW^ ^ ' ^ *** ^ 

le kit Amersham s.l 0 „ 1« "Z^f" * ^ " 

de deKter la par* £ S^^"".,* °~ * P-* 

A205. ^ 44 aC ' deS d » *■*• P162 au residu 

-ix ue iuid pb a ete rmnfi^ 0 t t;,^ — a , 
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Le vecteur recombinant pXL194^ «.*„«- n u* 
niveau unpolypeptide posset, ^ da^'vT T* "'^^ **» haut 

■ >~tle protocol « ^ et 8 <An7-8>. 

pat* du veaeur pX L1943. Le vecteuTpS isl * ^ ~ 4 

5 haut niveau Ie polypeptide P(Ah7 a ^ OWemi ^ "'^^ * 

MRGS(H)«. '^V* 15 ' 0 "" 6 » N-^inal a« d&apeptide 

7. Generation des vecteurs pXL1982 a nVr -joic 

la fonne simple brin du plssmte vXL1B7>7. ? ' *"* sur 
le kit tort™ 5eIon , * J™ 872 *"? *»* en tfffin. 

.ui^econp.p.ie.enZNd:!^ 61 ^ ^ " 

p . t ™ e aele ™ des helices 9 et 10 (Ah9-10) 

EasuivantleprotocoledecritenBll) le vectenmYr c * ' 
partir du vecteur pXL1982. Le vecteur J££ ^Tf 0 ^ 5 * ete * 
haut niveau le polypeptide ?(m m V ^f ^ ofatenu P*™* d'exprimer a 
MRGS(H)6. } 6151011,16 611 N ' tenninal « decapeptide 

8. Generation du vecteur pXL1986 et nmn,^*- J 

P^iy« 6 et preparation du polypeptide P(Ahll-12,L87M) 

sur 1, fonne simple brin du ptemide p ^^"' ."" """^ 
"ffltart le kit Ametsham seta les „„ , **" 3 ** « 

a pern* de deli*, k ^1 ^ZTT" ^ °~ — 
positions 748 et 867. 

... ^ „. , .! TOTO< P ,U " «" leleoon de 40 addes amines, du rfaM,, w«, 
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Cette mutation (L->M) a pour effet ^ 

dansla proteine. ^ codon leucine 87 en methionine 

A partir de ce clone ^(Tmaut^^T^' 

5 vecttur pro-a. lui meme coupe par ' V * ^ * BgaIU * av « " 

WU P<= panes enzymes NdeletBamHl 

. qui perme. d'expAner a tres haut nhT T "«^PXU986 

0 211 suivant ! e protocole decrit Pn m i\ i 

partir du vecfcur obtL cWe^cX ' T"**" 184 a 
-eur PXL2186 ainsi obte^^ "T " 

oraie en « temnnal au decapepKde MRGS(H)6. 

9. Generation des vecteure pXL1987 et nYT »i, 
! PC4U3-14)etPtog4hl3. 14 ); 1""-2H7. et preparation des polypeptides 

la forme simple brin du plasmide J^^fff ' **■«• « 

le kit Amersham se.o„ * re^Saf t7j ' S,f * ffl «»■« 
de deieter ia parte de la sZT^ , W * ,,,t ^ « P— 

m et 999; pLooua, * ' T ~*» — «- P^ona 

N333. MehMde ^ Md «»^.dur&iduP290aure s idu 

•^.ntecoup.parieaenZNdrCl 6 '^^ 1 ^^ 

Le vecteur recombinant oXLI QS7 . 
-—P^eposs.^ 

haut niveau ,e po.ypep.ide ."" ?~ P*™' "^P*- * 

MRGStHk ' f ° S,0,me m N - temiaal ■» d&apepude 
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1. Gen&ationdesvectems cXI?n7r ^ 

Pm5-6) etPfagAis^,. P ™ « « prepay des po,,^ 

- -^W^.b.te,!^ (Cf A2) » « rfalisee en 

a pern* de delefcrU pa^ de ST!*'**^"**- 
positions 352 et 483, provo^, "** * r ™ comprise «. ies 
10 au residual. deIetode ' M ^ami n &,d„r&id u Pli8 
A partir dW clone mutant dont V, ^ 
fegment Ndel-EcoW de 432 pb a e«e ** V&itife ' "tenement, » 

^ to* du plasmide pa20 51 eHf ^ "* ' e 

' Wei et BamHI. ' ^ ^ ™vert par te en^ 

5 Levecteur recombinant nXL2n7i „• • t 

part* du vecteur u ' . j» iwwpaaffl a W constant a 
to niveau !e polypep^ Ptol5 . 6) P ~f 85 ob ^ Pennet dfecpruW 4 
MBOSOBD* Wh56) fuaonne « Nominal a« d&apepfide 

2. Generation du vecteur pXL20fi1 » - 

P 063 « * polypepfide P(D5S). 

AraidedeToIigcxIesoYTrn i- • 
S'-GAGGTCAGTGCTA^CCAGG^^CC^a' 1 ^ 116 P* 10 ^ 01 ^ suivant : 
forme simple brin du plasmide pXL16*; rrv ' ^ mu °8 6n&e «r la 

»„ ^ AGC °-du &bttent . Ceue a ^ 

n.mplacementderaddeaspatWp^" "* ''"P 0 ^ P 10 ^™ le 

fragment Ndel-EcoW de 564 pb , £* * ^ * ^ integralement, un 

BamHI isole du plasmide PX12051 etT^' I * Sat " 1 * avec le fragment EcoRI- 
Ndel et BamHI. * le vecteur PET3-a ouvert par les enzymes 



LevecteurrecombiiiantnYr^...... . 
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3. G^ rati o„ du vecteurpX ^ 069et ^ mu ^ dep(DsK) 

forme simple brin du plasmide dXLI «k ^ ' m mutt S^ dirigee sur l a 

en utilisant 

dWduire un code ^TdZt ^ fabriCant ^ 3 ^ 

0 BatnHI isole d u ptani de p^^Tf * * *** fagmem 

Ndel e« Bamffl. 1 * k T **" r ^ °"v« J- les enzymes 

fonnesfaptebrtodupten.idenXIJ^ ^ ■» la 

en utilisant 

d'inToduire un codon Tr^l^ * C ~ """^ « P«* 

^placemen,deracide aS p ar ^lr iUen ? e . * te 

a™--* , qTOparme I ,h6,1 y la laiiineenposition44 

» w. d„ « ™ .^^--■••»-'»»«- 

Ndel et BamHL pET3 " a ,es enzymes 

Le vecteur recombinant nYT ?n*9 „- ■ . 
niveau un polypeptide possedan u obtenu pennet d'expnmer a tres haut 

ypepuae possedant une phenylalanine en position 44. 

5. Generation du vecteur pXL2074 ^„ - 

pAU2074 « preparation du polypeptide P(D44A). 

fonne staple brinduplasmidepXU^^ ™ « 12 

le kit Amen*™ u. ."^T" W ""I* *» a «• *H* 

en utilisant 
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d'mrroduire un codon GCG dans k ^ 

fragment Ndei-EcoRI de 564 pb a « " r * ** V&ifi " „ 

NdeletBamm ' ' * VeCteur ^ cover, par ta &aymes 

.fe veaeur recombinant pXUCWainsi " 
" ^^P^eposs^^^ 

P*L2073 preparation du 

forme simple brin du plasmide pXL2051 lrt ««See art,- 

teHt Amer S ham 5 eIonle Sre c6r a m^ld < Tr P,e " " **" » 

fragment ' ** » 

^Rlisole du pl asnude pX L1696 etle ™" h N **- 

' et BamHI " pro -a°" ve rtparlesenz>™esNdeI 

Levecteur recombinant pXL2on„- • t 

"^"^^^^ondnpo^p™. 

AI'aidederoIiffodesown,«i' 

^TGGAGGA0CTC^GGlS^ qUepi,OSphOryKs » i ™n t = 
forme simple brin du plasmide pXLSOSi ,rT """as^ dirigee sur la 

leMtAmershamselonlesreconLanc^L dTr^ ^ * & * ^ " «""* • 
d'inrroduire un codon TAT dans la *T L ^ muta ^ a permis 

-p.acememdeUi^eparunety^eT^; 6 ' ^ " 



A partir d'un clone mutant ,w 
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Ndel-EcoRI isole du P la Smi de P XL1696 et le vecteur ten 

NdeletBamHI. P ouvert ^ les enzymes 

ie vecteur recombinant pXL207n n - • u 

" fMme ^ ^ * Ptemide pXL20 51 ^ 

^^^ersnamselonlesre^r, (Cf «> » *» *alisee en 

A d ta done J£2?F* ******* " ^ 23 °- 
EcoRI-BamHrde maS^T" * V **« un 

etBamHI. e " ev, ««"pEr3<oawn par les enzymes Ndel 



Le vecteur recombinant pXL2072 ainsi nh te „ 




1. Production : On utilise oar p 

plasmide d'expression dJpoZE i° 7* DE3 «~ « 



Une preculture de nuit en milieu LR e**nt 
et du chlor^phenico, (50 u^,. u^fTT * «°° 
culture de production (meme milieu) 1^ „ ,„' ' i "° Culer *" WOOeme la 

opaque faesurte a 610 7, asi,fe 4 3™ jusqu'i « densite 

finale de 1 mM e, les ceUules tawL!^?* *" * ^ 1 " »»=«"a«o„ 
«mt incubees pendant 90 ou .J"*™*, lex * essi ™ * 1'ARN polymerase de 17 
d'electrophorese colore au bleu de ^ taa&ie ° s P*" •■» 

dans les eantits des cultures de 90 nTTT **** me "action 

Polypeptide peut etre stable par aiom de"^^' * ^ ■ nh «* • 

Les seuls ARNm rv«M-» . ' ™ ™m P ,ane duram la phase de 
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I'ARN polymerase d'E coli On ne t • 

nno * J, nfampidne a des co^™ " ^ 20 ™ de 
polypeptide desire a teceptiondedlT! ^ PlUS qUe le 5601 du 

_ accumu^^ ^^Le^fjr^ 668 '^ 
La production a ete exterior ' " V" " " ~ 
» E.COU en mode Fed-Batch. Cette p^Z" ""^ «&de 
»- (Setnc) en 2 phases : .» * *"* *» Un * * 

DO600 de 30 a 40 (duree : 5 iJ^ltTT" une 
de fennentation defini par J m£ - ^ P ^ Ie 

129-146) ; puis une phase tfindJL" de , ( ^ P ^ M i crobioI. J32 (1988) 
W rifampicine. a aigmemation du debit dW ""V* addi<i « « de 

IheuteaOminntesen^J ^ Mnta£ ' 0n e " «Aone et azote 

* ^^^et^^dupol^de^^ 

• exempie ^sc^T A K?i f ""^ eoB «*" P* par 

Branson (modele B30, Proscience Fnm, T**? 0 "*:* a « ut ^ on sonicateur 
dans Ie tampon PBS (KC1 0 2 e/l ram^T 30 fois les 

I* cassage des ceUu.es est er^^C * 8 * Na2HP04 **> **■ 
«*»*«». On pen. egalemem prenaiter u ^ ° ™ PUlSi0nS * 5 

P^nceaeTrftonX-lOOala ' h aBpe " S ' 0n """^ en 

^P 8 ™"* ambiante avant la sonieation. 

d'affinitepouriesHpides. . a " ,d " ,0nS ma ' ves « <«)uiert aucune etape 

La culture cellulaire est cenirifi ' * < 
culot est repris a raison de 3 mi 3 tr/min P 611 ^ 30 minutes et le 
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dUfasons foodele BRANSON regie 4 250W) . 
pendant 30 minutes a 15,000 tr/min-aw-r ° SOnt <xa ^Sis 

estlave dansle meme VoWde rianio* ^^i^^e^.e, lectilo: 
I- sumagea* correspondan, ST J^l " * mSnKS 

Sramme de proteine. Apr* 15 nLe s * " ^ * ^ " 

suspension est centrifugee rxmdant 30 ' m ^ C 501,5 ag,taa ° n ^ la 

Won est centrifugee p^aTjL T- 4 4 ° C — • * 

S25 est ajoute du sulfa* dColnlT" * ^ *** 4 4 ° C 
Apres 15 minutes dta*^^ ** : 50 % * —tal. 

Pendant 30 min a 15.000 tr/min a « T„ •?^° n - " S " SpenSi ° n 681 
15 tampon B (Tris-HCI, 10 mM ; EDTA, 2mL a " "** " 
B que 1'on change 5 fois duran, 48 heures ' ^ ^ 2 ' * ,am P on 

« les polypeptides de ItavSL est e^Lt ***- COnte - 

» ^^°ns iaeressan.es son, ra^^T '*»-'«• M-"***^ 

d'ammonium (ooncen„tT™irr ,rfe,JarPr6Cipi,a ' i0na,Sdf - 
dtabation 4 4»C sous agitation h.L. * Apres 15 minutes 

15.000 T/min i 4»C. Le cl (c^^ Cenftif ^ e ™ 30 minutes a 
contre2IdetamponB. recu pere et repns dans le tampon B et dialyse 

5 Le dialysat est injecte sur une colon™ - u 

(Pharmacia) et elue avec un g^^TlTZT' * ^ Q 
P- le test EUsa ci-apres decrfe, ^ SDS 15 * ^ iK&eSSanleS - 
precipitation en sulfate d'ammonh™ nssemblees et concentrees par 

H minu.es dotation ^Z'^?™ ** = 80 % <" — ApL 
dans ,e .ampon D (sulfate $£Z& 4 V2ZG&? 9 

hydrophobes Phe^-s^rS e ( P l^ cia < i 0 ^' e . de e^matographie d'imeractions 
I- . mM ' pH Z4) - ^ fr^ons infeessantes son. 
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Brieveraent, Ie test ELISA m - 

ta. n^fc „„ ^ ( ** ao ^^ "*« »*««na. a teste, a ^ 
5 UpoAIV <M03 « M05. SERLIA InsZ^ ^ «»*-« dinges com* 

* ^estfactaentetaioane avec^nr^ ™ » 

^ fete MM ^mbliT, f ^^''^P^'^. 

» 2™M:pH7.4>etc«s S4 . c 2 °< M «" : N W 1.9 ^ , ^ - 

'^--tadta^ ]2 de QFF p*w«» 

location de PtoM-2) est tenrinee 10 « P°<* PtoN182». La 

» est injece „ ^J*** ^ « stlfate 

hydrophobes phenyl-sfoharose (Pham,,,.- , 

chromatographie d'interactioiis 
- psrge.de po W^^T * La po^ 

"^^-^t^J? 4 ** ora 614 — '* 

La culture cellulate est eentwt - . 
« repris i raison de 3 „, » «» Wnfa pendant 30 minu.es „ „ 

y°< 81 -* «v»4 w^STSMS *s? 

B-mercaptoethauoIlOnW) Ususoe • ' ' ! pH 7 ' 5 > 

**sons (modele BRANSON tegl^Z TJff ' ^ * 5 <™- 

Prfoipites par addition de 10% (w/v) de *» Ie ■«■■"« on, M 

30 „*. a 4 . c , ^Wefto^^ 
P«2demm«,, F recentrrfuge dans Ies memes condign. .... 
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I^protei I ,esr^nibi n afflesn~ sen ,„ w , 
par chromatographfe d'affinne m n I™*"* le «™Weant on! ete puri£iSes 

effect sur *i» W** Ts^^^ 1 ***^ **•• 
tecommandations du fabncan. .JT^*"*** «e5 te" 

5 proteique ea desalee sur J" : La sotaion 

Phosphate 100 raM P H 8 ijw 4 » dBW » »« « tampon 

*- - — -Pon pho^^a P r q,KS ^ " — * -2 
supplements de Hecameg (poJT <=«=»Wion finale de 4 mgfal , « 

• lavage de la coionne avec ,e men ZZ ^ «* * ^ eluee par 

*— «. tampon phosph^cl^ ^ Ufe « « 

tampon phospnattfcitrate pHsi-J,. P"*^ recombinants, par on 

neutralist par addition de soude IM^ZT^ * P H 5 °* *e 

5 de P" 5 ^ •• EDTA 0.1M el PMSF 0 2M r 2' awMmeiate * 2 inhibited 
par a&trophorese sur gel de ml , mt ensuite ^ analyst ' 

t^M^J* (SDS - PAGE) «~ » 

regro«pe essei o„ l ap w , etIa ^^ 22 (1970) 680). p* 

F*ence de LO-luaidine^^^^^^^^ 4 ^™ 
afm de detruire la liaison Ni JySc^T f* 50 ^ P— « » i «; 
«-*. ete eiiminfe par desala« " """^ « 

«^ P on P h OS pha t e pH 7.4co„ t eL 1 anIl^T^" AC^y, ^ » 

Us prolines recombinantes ainsi ™,„v- 

elearophoreseSDS-PAGEettan^h,!^ ^ 6le anaI ^ P*r 

» "eiange d'anticorp, mo„ oTor ^^rr™^ 

"fc a « ^ „, fa ^W" » <* Peroxydase. Uctivite peroxydase 

subset me * 4-Chloro.l.Naphtol comme 

Les differents chromatofiram 
La concentration en p^ ^2Z- "** " W S 280 

(Anal.Biochem.22 (1976) 248). "*" 13 * !clmi< l ue * Bradford 
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L'activite bioiogique des ™i 

5 leur ««* •« «*» du cholesterol CesT™ ^ " HDL et 

Ph^acoto^e h^ochoies^^ ««■« du potentiel 

t«'ocoIe de detemunaaon de ««L£ P 0 ' 5 ^ 65 de nroofcn. u 
JfaAttotem . IBramares dome ci-apres auui o^e fes 

l.ProtocoIesdemesure. 
10 a) Afifinite pour le lecepteur HDL 

Les polypeptides purifies _„ .,. .' 

^ ^posomes * " n ^ 

au vu du component ^cL* ^ ^ *— «** ' 
^liposomes reconstitu& " ^tograplue d'exelusion, a celle des 

5 """** «* **** testes pour leurcanl^ ^ W*%*>Q»i 
«** ObI77) seta, , ptotoooTdeSST " "*"»'" 

b) Efflux du cholesterol 

L'efflux du cholesterol a ««: ^ 
OM77, provo^ „ ,„ ^aires marines ^ 

dete^beapresSheutesrfincubatioT^ DMfC *'*M«fcl- de IWemion est 
2. Resultats 

Polypeptide 

A P°AIV 10Q ^ anaeW Effluxa5h(%)* 

P(R93G) H5 100 ** 28 

P(Ahl-2) 105 97 2?>5 

P ^C44) nd - 9 « 25,5 

PCAN13) 96 nd 32 



(*) Exprime en % du cholesterol initial rf 
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LISIEDE SEQUENCES 

(0 DEPOSANT: 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

10 .^S^— f?™ B . WR prepakaton ^ 

(ui) NOMBRE DE SEQUENCES; 6 ' - - - 

(iV, a?SS USIBLE PAR ORDINATEUR: 
<A> TYPE DE SUPPORT: Tape • 
OB) ORDINATEUR: IBM PCmm 
15 (C) SYSTEME D' EXPi nn^ST^' 2 

mi tvtjp • , P«»res de bases 

(B) TYPE: acide nucl.ique 

(O NOMBRE DE BRIMS' rf„.. M 

m)coNFiGURATrS d S Ie 

25 (ii) TYPE DE MOLECULE ADNc 
(iii) HYPOTHETTQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE: ■ 

x ^^^^^^^ 

(B) EMPLACEMENT: 1..H34 
(B) EMPLACEMENT: 40..120 
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15 



20 



25 



30 



35 



(B) EMPLACEMENT: 121 J8 6 

(B) EMPLACEMENT: 187^85 
(B) EMPLACEMENT: 286. J5i 
(B) EMPLACEMENT: 352..4I7 
(B) EMPLACEMENT: 418..483 
(B) EMPLACEMENT: 484.^49 
(B) EMPLACEMENT: 550..6I5 
©) EMPLACEMENT: 616.. 681 
(B) EMPLACEMENT: 6S2..747 
(B) EMPLACEMENT: 748..801 
(B) EMPLACEMENT: 802..866 
(B) EMPLACEMENT: 867„933 
(B) EMPLACEMENT: 934..P99 
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10 



15 



25 



30 



45 



50 



55 



(B) EMPLACEMENT: 1000.113, 
to) DESCRIPTION DELA SEQUENCE: SEQID no" 1 • ' 

^Masses-- S5a —. 

AGC CAP r"n 1 ° P *** Pi * 

AGC CAG CTG AGC AAr a»m 15 

^ GAA CTC ACr p«r o. 30 7 

Ser Glu Leu" J£ g£ gj GTG AAT GCC TTC CAr " - 

35 ln Gln ^ Asn Ala 2u 2? GGA 

40 ^ U Pne G1 * Asp Lys Leu Glv 

GAA GTG AAC ACT „ 45 bJ,y 

«"S — - B|S5 SS85SS 

«K ACC GAG CTG CAT GA* n ^ 

«aBsaaaaaa^ sgs ..i 

CAT GCC AAT GAG err *° ^ 

His Ala' J£ gj {g « CAG AAG ATC GGG GAC AAC «. 

100 S6r Gln lie Gly jgf CGA GAG CTT 

CAG CAG CGC CTG GAG CCC ^ ' ^ I ~ ?S «« 

«» «» *» X« Glu £ £ « ^ « « ACC CAG «. 

-~ * » *■ § a c as 

I7n ^ p Gin Asn Val ri„ 

GAG CTC AAG GGA CGC CTT Krr- 

« S C CAG ACC GTG GAG GAG «. "° ^ 

Sn 2S S GXn SS Lyg g 6 CAG CT, GAG « 

«*• j« ,u s ei » S S S5 S g s * 



48 



96 
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M^t J£ J* <** GAG GAG CTC AAr 

5 225 BI - ta a-£«sj;g5 ES 

5 GCC GAG GAG CTG CGG r*r- » — 24? 

"-f-Sssaafasasas 

■ Sa! = 5SS«esa8BB.- = - 

^ . 265 ^ Ser Leu Ala Glu 

CTG GGT /rv-./- „, 270 



15 



20 



25 



35 



40 



CTG GGT GGG CAC CTG no 270 

--f-ssagssssssss 

5 JqJ 6111 Gln Met Glu 

sS a «*ai=«saaBsaasa 

TTG Ann 



Trr m - 315 ±y Bis 

- s ==S*saasaa 

330 " Ser Ph e She 

30 Se? J? C MG OS MA sag .~ „ s „ 335 

** * he is «S s ^ c g; « s « « « „ 

GAG CTR „,„ 345 » »« Jjr Leu P TO 



GAG CTG GAG CAA rar ™~ „ 350 

- - & a a s- a - ~ g. ffi T „ a5 ^ 

360 Glu GJ -n Gin Gin Glu Gin 

GTG CAG ATG r>vr r« - 365 n 

375 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 



1134 



45 



50 



55 




W) TYPE:aadeanun, 

(D) CONFIGURATION: Iin.aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: prot,ine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO- 2- 

Met Glu val Ser Ala Asp Gin Val a,' 

1 *» «-on val Ala Thr Val Met Tm »«. 

10 Met Tr P Tyr Phe 
Ser Gin Leu Ser Asn Asn Ala 15 

20 ys Glu Ala val Glu His Leu Gin Lys 



60 Ser Glu Leu Ehr Gin Gin Leu Asn ai t 

35 u Asn Ala Leu Pho ,__ 
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Glu Val Asn Thr Tyr Ala ri * 

* Ala Gly Asp Leu Gln Lys ^ ^ 

5 Thr GIu ^u" Hi. 



60 



65 



Val Pro Phe 

Glu Glu He Gly Lys G lu t 8 ° 

85 u " u Glu is - ^ - - u , ro 

'• «»«. A- Glu val Ser G1 „ Lys IU 

105 7 ^ P ^ Leu Arg Glu Leu 
Gin Gin Arg Leu Gl u Pro ^ 710 

° Ala Asp Gin Leu Arg Thr Gin Val Asn 
Hut Gin Ala Glu GJn t 125 

Met Glu Ara vat t 140 
u Arg val Leu Arg Glu Asn Ala „ 

150 ^ ^ ^ fff Leu Gln Ala Ser Leu 
Arg Pro His Ala Asd Glu L* u t 160 

I4i — ,* «. ^ IIe ^ Gln ^ ^ 

25 Glu Wy Arg Leu Thr „ " 5 

, 80 ^ ft r Pro Tyr Ala Asp Glu Phe Lys Val Lys 



15 



20 



30 



He Asp Gin Thr Val Glu 



190 



MU £ **» S« Leu Ala Pre Tyr Ala 

-a-—. ^i:^ 

« S - - Lys as. Ala Glu Glo Leu Lys Ala Z Ue Ser ^ ^ 

Ala Glu Glu Leu Arc Qlr, » 24 ° 
24 | n **» leu Ala Pro Leu Ala Glu Asp Val Arg 
40 Gly Asn Leu Ara Glv le ^ 2 55 

26? As, „ Glu Gly Leu Gl» Lys Ser Leu Ala Glu 
- «g His Leu Asp Glh ^ val "° 

280 U Glu Phe Arg Arg Arg Val 

G " "0° * «■ »- Phe Asn Lys Ala Leu 



45 



285 



50 fo? ^ ^ Gln L ^ Leu Gly p ro His A1 „, 

310 His Ala Gly Asp Val 

Leu Ser Phe Leu Glu Lys Asp 



Val Gin Gin Met Glu 



315 



Glu Gly His 
320 

- , 325 - --' J - ** 33 ^ *» - Phe Phe 

Ser Thr Phe Lvs n„ T 33 5 
Lys Glu Lys Glu Ser ^ 

345 7 hr Leu Se r Leu Pro 

Glu Leu Glu Gin Gin Gin Glu Gin Gin n ^ 
«> 355 So ^ Glu Gln Gin Gin Glu Gin 

Val Gln Met Leu Ala p™ t " 365 

370 a Pro Leu Gln Ser 

375 
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(B TYPE: acidenucI.^T ^ 
(Q NOMBRE DE BRINS- sfmnj 

(5) TYPE DE MOLECULE: ADNc ■ 
(iit) HYPOTHETIQUE: NON 
G") ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE: 

WORGAMSME-OUGONUCLEOnDEA 

20 Cti,DESaUPn ° NDE ^™CE: SEQmN(> 3. 

CISGiCATAT GGAGGTCAGT GCTGACCA 
a AGCTGAGCAA CAA!PGCCAAG GAGG «"* »CTTCA S CC 60 

.(2) INFDl?M , AT| , r>^|- pp||-pp , . 84 



15 



30 



(B)TYPE: a cide n ucU^r defaases * 
(O NOMBRE DE BRINS- ri m „ f 



3s OTYPEDEMQLECULBADNc 

0ii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 
40 (vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: oligonucleotide B 

45 ^^™ndelase QUENcE:Seqidno . 4> 

CCGTCGAACA TCTCCAGAAA TCrGAACTCA 

AACTTGGAGA AGTGAACACT TACGCAGGTG <° 
50 ^UMEDlMATJONPOnPT* o„ 94 



WO 93/15198 



) PCT/FR93/00073 



35 



40 



(C) NOMBRE DE BRIMQ- *■ , 

5 («) TYPE DE MOLECULE; ADNc "~ 7 - • - : - 

(iii) HYPOTHETIQUE- NON 
(ui) ANTI-SENS: NON 
*0 (vi)ORIGINE 

(A) ORGANISME: OLIGONUCLEOTIDE C 

15- ^ DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQlb fto^"^ ; , 

CCACGGCCTC CTTGGCATTG TTGCTCArr. 

CCTGGXCAGC ACTGACCTCC ATATGT ^ «™ 60 

J (C) NOMBRE DE BRINS- simni 

(^CONnGURATlSS 6 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
» «K) HYPOTHETIQUE: NON 
(ui) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: OLIGONUCLEOTIDE D 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO- 6* 
AATTCGGTCA CCTGCGTAAG TGTTGACTTC ^ 

TTGCTGGGTG AGTTCAGATT TCTGGAGATG TT 60 
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. 1. Polypeptide derive de 1'apolipoproteiae AIV * • 
quU comprend, par rapport a la sequel deTalT « - 

^-nK^unedesmc^^^ 

. ou complementaire de celle de IWlv bi ° l0gi< * ue ^nte 

10 ou de stabilisateur. ' ° U pro P rie ^ de marqueur, de cibleur 

2. Polypeptide selon la revendicatfnm ' - 
morns une modification selon (a) et (b). ****** <* qu'il C oxnp rend au 

1 Polypeptide selbn la revendication 1 v*™-- 1 
moms une modification selon (a) et (c). ^ ^ ° e ^ ^P^nd au 

5 4. Polypeptide selon la revendication t 

modification selon (a), (b) ou ( c ) assori- " 06 qU ' fl """P** 

W 2550066 a m e modification selon (d). 

5. Polypeptide selon 1W d« ™« ,,• . 
*H» fonctionne, est choisi ^J"" 1 ' * " *" fe 

» onales ^ imp 4 u& ^*^ les te s i dus sites de 

& Polypeptide selon la revendirat;,,., « 
fencfio^lestrtoisipanmles^idur « « »- " 

"6. 153 ; gl^e ra ™ 5 ^ "•"*»*" » P-«« 5. 44, 

Posi-ion 73, 84. 103. 169, 178 • acidl „ , ' e " posi,ion 39 : lysine en 

164, 187, 230 ; alanine en vo^^T" " ^ * °- 87 ' »• "1. 
position 154. ^ ■ Prolme « P«»ion 139. 161 ; et serine en 

12). PtagAhll-ia. Ptohll . 12 JS^^;,? BJ0,, Pfta ^ 9 - 10 »- 

w*"i 1Z.L87M). P(Ah 1 3-14). PfeMt4M3-14>. Wa« 
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P(tagAh5-6), P(D44F) Pir^^ 

•«■»*>. ^ _ a P<D ^ P( D5K , P(K178Y) , p(K!78Ax e[ 

8- Sequence racieoiu&ju. ,w. " " ~ " — 

quelconquedesrevendicatio^n". ^ m «lon IWe 

^ 9. Sequence nucleotide 

^ra-synftertque. 8 " dARN °" sequence synthetique ou 

10 - ^ M «nucleoMo u s-«si,,--, 

s'agit d'une sequence d'ADNc. ,e *" 1,w **l "cScierisee en ce qu'il 

revocations 81 10. C ° mPre " ant me ^a,^ nucleotidique selon 1'une des 
^■CeUulerecon,^ 

ISPraced-d ^ e ^°» 'syndication 11. 

^u/^^ *« rune quelconque ^ 

5 b ~°* 12 «°^>ep^^^^ 

14. Utilisation d'un DoJvno«*-j , 
"f~l* ration dr^^'^^-^-endicationsl 
actfves pha^c^^sT^ - - exdusivemen, 

faponants ^ M repn "T * mCtt ™" : * <* Polypeptide qui ^ 

15. Composition pharmacy*;,, 
^ rune , uelconqiM d > ^^7- - - Pfc pol^ 
-taidiques seion ,W des ^^a " ^ 

Prepay selon la revendication U r °' ° U Une °» P'^«« molecules 

16. Composition selon i 
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17. Composition selon la revenrT f 
fcnaaioa de plaques d 'ateon, e ^ k , ^ nUentissement de la 

la diction des risque, d'accidents cbo^T" "'^ ^^ ^i 
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NcUI 



Bit£U 



(l&O 

hpf 

•Hybridation 
•ligature 

• Xbtl+BstEEI 



EcoRi KpnlBstEn ^ m - 



HlndUl 




Ndel 



epoAfVnisibpj TCA 

PXL1697 



a'nontraduit^* 1111 
(>2kb) 
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